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Tesis UNMSM
V RESULTADOS

Preparacion del antigeno lisado:

1. Los ratones lactantes inoculados con € virus Phlebotomus fever

presentaron signos de enfermedad al tercer dia.

2. Los frascos de cultivo celular (linea Vero E-6) inoculados con
Phlebotomus fever presentaron efecto citopético: e 40% de las células al segundo

dia y @ 75% al tercer dia

3. En la verificacion de la presencia del virus por inmunofluorescencia
indirecta; el 50% de las células por campo presentaron fluorescencia para el

cultivo cosechado alos dos diasy € 80% para el cultivo cosechado a los tres dias.

4. El momento Optimo de cosecha para la produccion del antigeno lisado
en la linea celular Vero es cuando € 75% de las céulas presentan efecto

citopético .

Titulacion del antigeno lisado vy andlisis de muestras:

5. En la estandarizacién del ensayo inmunoenzimatico la dilucion éptima
del antigeno es de 1:1500 (ver Gréfico 1) y la dilucién del conjugado es de

1:8000.
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6. De las cuatrocientas muestras convalecientes analizadas procedentes de

lquitos, sesentaicinco resultaron positivas para Elisa (ver Gréfico 2).

Confirmacion de los resultados mediante |a prueba de PRNT:

Determinacion del titulo viral a utilizar en la prueba:

7. En latitulacién de la prueba de neutralizacion por reduccion en placas,
la semilla viral producida en la linea celular Vero tiene una dilucion de trabgo
1:5000 (ver cuadro 3 y 4); mientras que la producida en ratones lactantes no

alcanzd el numero de placas requerido.

8. Los resultados entre las placas de doce y las placas de veinticuatro
pozos son semeantes en cuanto a tamafio de la placa formada y su aspecto,

eligiéndose estas Ultimas para la prueba de neutralizacion.

9. El tiempo requerido para la aparicion de las placas en la prueba de
PRNT es de tres dias, en los siguientes dias solo se incrementa en tamafio.
Resultados de la prueba de PRNT:

10. De las sesentaicinco muestras positivas para ELISA 1gG cincuentiséis
(8615%) fueron positivas para PRNT y nueve (13.85%) fueron negativas (ver

gréfico 3).

11. La prueba de ELISA tiene una sensibilidad de 98.24% y una

especificidad de 83.02% (ver cuadro 5) en relacién con la prueba de PRNT.
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GRAFICO 1. TITULACION DEL ANTIGENO DE

PHLEBOTOMUS FEVER
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GRAFICO 2. RESULTADO DE ELISA 1gG PARA

PHLEBOTOMUSFEVER
TOTAL=400 SUEROS

Positivos
(65)
Negativos 16.25%
(335)
83.75%
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CUADRO 3. RESULTADOS DE LA PRIMERA TITULACION EN LA

PRUEBA DE PLAQUEO

Dilucion del = 4

Virus Puo | 101 | 102 | 10 100 | Blanco
NUmero

promedio de | mnpc* | mnpc | mnpc | 42 5 0
placas

* mnpc : muchos nimeros de placas para contar.

CUADRO 4. RESULTADOS DE LA SEGUNDA TITULACION EN LA

PRUEBA DE PLAQUEO

\[/)ilrllljjgon ae 2x10 3| 3x10 3|4x10 3|5x10 3|6x10 3| Blanco
NUmero

promediode| 34 20 15 12 8 )
placas




GRAFICO 3. RESULTADOS DE PRNT PARA
MUESTRAS POSITIVASEN ELISA PARA

PHLEBOTOMUSFEVER
total=65 SUEROS

Positivos
(56) Negativos
86.15% (9) 13.85%




ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE ENSAYO INMUNOENZIMATICO PARA
LA DETECCION DE ANTICUERPOS IGG EN SUEROS DE HUMANOS PARA EL

VIRUS PHLEBOTOMUS FEVER. Cruz Malpica, Cristhopher Donat's

Tesis UNMSM

CUADRO 5. ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD DEL ELISA

DESARROLLADO PARA PHLEBOTOMUS FEVER

ELISA PRNT
POSITIVOS | NEGATIVOS | TOTAL

POS(+) | 56 9 65

NEG (-) |1 44 45

TOTAL |57 53 110

SENSIBILIDAD : 98. 24%

ESPECIFICIDAD : 83.02%

VALOR PREDICTIVO POSITIVO : 86.15%

VALOR PREDICTIVO NEGATIVO : 97.78%
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